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Resumen

El nejayote es un desecho contaminante, en México al afio se producen 14.4 millones
de m3 por el proceso de nixtamalizacion, este proceso requiere grandes volimenes de
agua, que son finalmente descargados al drenaje provocando un efecto ambiental
negativo, por lo que esta investigacion se enfocé en evaluar el posible potencial de
este desecho como sustituto no quimico en tratamientos pregerminativos de tuna
(opuntia ficus-indica), ademas del aislamiento de microorganismos nativos del

nejayote.

De cuatro tratamientos probados, se determin6 que el tratamiento cuatro consistente
en nejayote al 50% es una buena opcién en el pretratamiento de las semillas de tuna
roja, ya que la eficiencia de germinacién obtenida fue de un 50% contrario al 6.66 %
mostrados en la variedad verde, también en cuanto a crecimiento radicular la

diferencia entre variedades fue notoria con un 8.4 mm de promedio general.

Los resultados fueron procesados mediante observaciones y pruebas estadisticas por
lo tanto se concluye que de los dos tratamientos problema aplicados el tratamiento
namero cuatro (nejayote 50%) fue el que dio mejor respuesta en la variedad de tuna
roja, todo gracias al remojo del desecho diluido ademas de la aplicacion de la
escarificacion con lija; ademas de que se sentaron las bases de una biblioteca genética

gracias al crecimiento de células transformadas.
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1. Aprovechamiento del Nejayote como Fuente Microbianay
Nutritiva en Opuntia ficus-indica

En México el cultivo de maiz es de suma importancia porque, es el alimento
principal de la poblacién, ocupa un porcentaje considerable de la poblacién
econdémicamente activa y tiene un alto valor agricola. En 2016, el 52% de maiz blanco
se destind al consumo humano, 19% al consumo pecuario, 18% al autoconsumo, 6%
a las exportaciones, 1% a semilla para siembra y el resto a mermas (4%) (SAGARPA,
2017). La nixtamalizacion es una técnica milenaria utilizada por los pueblos
latinoamericanos para la elaboracion de tortillas, harinas de maiz instantaneas,
botanas y otras preparaciones tradicionales (Ramirez Jiménez, 2020). La industria de
tortillas y snacks nixtamalizados ha ido en constante aumento en todo el mundo. Solo
en EE. UU., las ventas proyectadas de tortillas se aproximan a 3,659 millones de
dolares estadounidenses para 2023, mientras que per capita el consumo en México

promedio de 79.5 kg (Statista, 2020, como se cité en (Diaz Montes, 2016).

El proceso tradicional consiste en una coccion alcalina del grano entero utilizando 0.1-
0.2% Ca (OH)2, seguido de un paso de maceracion de 12 horas y de 2 a 3 lavados
para eliminar el pericarpio y el alcali residual (Argun, 2017). Dicha agua de coccion,
llamada nejayote, se desecha antes del lavado para eliminar los componentes solubles
y el exceso de cal. Industrialmente, esta practica genera una importante cantidad de
residuos contaminantes con alta alcalinidad y demanda quimica de oxigeno. Se ha
documentado que en México la produccion promedio de aguas residuales por el

proceso de nixtamalizacién es de unos 1500-2000 m? por dia, lo que significa alrededor
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de 1.2 millones de m3 al mes y en total 14.4 millones de m?3 por afio. Los soélidos
solubles (50%) presentes en el nejayote estan constituidos por proteinas, azlcares y
vitaminas. La nixtamalizacion requiere grandes volimenes de agua, que son
finalmente descargados al drenaje, por lo que es importante desarrollar tecnologias

que den un valor agregado a este desecho.

Por lo que se esta evaluando y desarrollando nuevos métodos para reducir el efecto
ambiental negativo del nejayote, ya sea mediante el uso de técnicas emergentes que
minimizan el uso de agua Yy los flujos de desechos (Ramirez Jiménez, 2020). Otros
usos que se le han dado al nejayote estan encaminados a la recuperacion de
componentes de valor agregado alto, como fuente de enriquecimiento para alimentos
funcionales (Acosta Estrada et al., 2014 citado en Ramirez Jiménez, 2020) o como
medio de cultivo para crecimiento de bacterias. Los microorganismos alcal6filos tienen
la propiedad de crecer de manera Optima a valores de pH superiores a 9. Los
microorganismos alcaléfilos pueden ser aislados de muestras de suelo; sin embargo,
es mas facil aislarlos de ambientes alcalinos. En las ultimas décadas, el estudio de
estos microorganismos ha cobrado importancia debido a la necesidad industrial de
utilizar enzimas resistentes a medios alcalinos y al interés cientifico de determinar los
mecanismos de adaptacion a condiciones extremas de crecimiento.

Por otro lado, el nopal (Opuntia sp.) es un género vegetal importante en las tierras
aridas y semiaridas, debido a su abundancia, su valiosa contribucion a la dieta humana
y su uso en la alimentacion animal. También tiene un papel en el control de la

desertificacion. Los ensayos fisioloégicos en plantulas de Opuntia y la comparacion
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entre especies son limitados debido a la falta de metodologias estimulantes en la

germinacion de sus semillas y su posterior desarrollo de plantulas.

Bajo el contexto anterior, esta investigacion se enfoco en evaluar el posible potencial
de este desecho como sustituto no quimico en tratamientos pregerminativos de
Opuntia ficus indica, ademas en el aislamiento de microorganismos nativos del

nejayote.
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Marco Teorico
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2. Marco Teorico
El maiz (Zea mays ssp. mays) pertenece a la familia botdnica Poaceae o

Gramineae, asi como el trigo. El arroz, la cebada, el centeno y la avena; fue mediante
el proceso de domesticacion que se origind el cultivo gracias a los antiguos habitantes
de Mesoamérica, a partir del “teocintle”, una hierba parecida al maiz que crece
naturalmente principalmente en México y partes de América Central (CONABIO,
2020). A México se le considera como el centro del origen de esta graminea, ya que

es muy probable que la mayor diversidad de maiz del mundo se concentre aqui.

Se considera que las poblaciones de teocintle del centro del México o los que
crecen en el tropico seco de la Cuenca del Balsas pudieron ser los ancestros de los
cuales se domestico el maiz como planta cultivada (Kato, 1984 citado en CONABIO,
2020). El proceso de domesticacion del maiz inici6 hace aproximadamente 10,000
aflos, muy asociada a la invencion y desarrollo independiente de la agricultura en
Mesoamérica, y continua en el presente con el manejo, cultivo y seleccién que hacen
aflo con afio los agricultores y sus familias de sus variantes de maices nativos (o
criollos), asimismo con la interaccion de este cultivo con sus parientes silvestres, los

teocintles, en las regiones donde coinciden de manera natural (CONABIO, 2020).

2.1. Metodo de cultivo
La planta del maiz es de aspecto robusto. Recuerda al de una cafia. Tiene un solo
tallo de gran longitud, sin ramificaciones, que puede alcanzar hasta cuatro metros de
altura, es decir, poco mas de la altura de dos hombres. Al hacerle un corte presenta
una meédula esponjosa. La planta tiene flores tanto masculinas como femeninas, la

inflorescencia masculina es un espigon o penacho amarillo que puede almacenar de
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veinte a 25 millones de granos de polen. La femenina tiene menos granos de polen,
mil como maximo, y se forman en unas estructuras vegetativas denominadas

espadices.

Las hojas son largas y extensas, con terminacion en forma de lanza, o lanceoladas,
de extremos cortantes y con vellosidades en la parte superior. Sus raices son
fasciculadas, o sea, todas presentan mas o menos el mismo grosor, y su mision es
aportar un perfecto anclaje a la planta. En algunos casos pueden verse los nudos de

las raices a nivel del suelo (Frias, 2012).

Figura 1. llustracion del maiz. Tomada de Francisco Manuel Blanco, Flora de
Filipinas, Gran edicion, Atlas Il, 1880-1883.

Por otro lado, y a nivel genético, el maiz se poliniza de manera controlada para
aprovechar alguna de sus caracteristicas como la mayor produccion de grano, por

mencionar, los objetivos de estos cruzamientos van encaminados a la obtencion de
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altos rendimientos en produccion. Por ello, se selecciona en masa aquellas plantas
que son mas resistentes a virosis, condiciones climaticas, plagas y que desarrollen un
buen porte para cruzarse con otras plantas de maiz que aporten unas caracteristicas
determinadas de lo que se quiera conseguir como mejora de cultivo. También se
selecciona segun la forma de la mazorca de maiz, aquellas sobre todo que posean un

elevado contenido de granos sin deformacion.

2.2. Suelo y Fertilizacion
El maiz se adapta muy bien a todos tipos de suelo, pero suelos con pH entre 6 a 7 son
a los que mejor se adaptan. También requieren suelos profundos, ricos en materia
organica, con buena circulacién del drenaje para no producir encharques que originen
asfixia radicular. El maiz necesita para su desarrollo unas ciertas cantidades de
elementos minerales. Las carencias en la planta se manifiestan cuando algun nutriente
mineral esta en defecto o exceso. Se recomienda un abonado de suelo rico en Potasio
(K) y Foésforo (P). En cantidades de 0.3 kg de P en 100 Kg de abonado. También un
aporte de nitrégeno N en mayor cantidad, sobre todo en época de crecimiento
vegetativo. El abonado se efectia normalmente segun las caracteristicas de la zona
de plantacion, por lo que no se sigue un abonado riguroso en todas las zonas por igual.
No obstante, se aplica un abonado muy flojo en la primera época de desarrollo de la

planta hasta que la planta tenga un nimero de hojas de 6 a 8 (CIBIOGEM, s.f).
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A patrtir de esta cantidad de hojas se recomienda un abonado de acuerdo a la tablal.:

Tabla 1. Abonado recomendado segun la cantidad de hojas

Tipo de abono Porcentaje minimo requerido
Nitrogenado (N) 82
Fosforado (P20s) 70
Potasico (K20) 92

Durante la formacion del grano de la mazorca, los abonados deben de ser minimos.
Se deben de realizar para el cultivo de maiz un abonado de fondo en cantidades de
825 Kg/ha durante las labores de cultivo. Los abonados de cobertera son aquellos que
se realizan cuando aparecen las primeras hojas de la planta y los méas utilizados se

encuentran en la tabla 2.

Tabla 2. Abonados de cobertera recomendados para la generacion de grano

Tipo de abono Cantidad a utilizar
Nitrato amonico de calcio 500 kg/ha
Urea 295kg/ha
Solucién nitrogenada 525kg/ha

Es importante realizar un abonado ajustandose a las necesidades presentadas por la
planta de una forma controlada e inteligente. El estudio de los factores que determinan
la capacidad de absorcion de nutrientes como el nitrégeno, el fésforo, el potasio y
algunos micronutrientes es un tema de actualidad enfocado a incrementar la
produccion, especialmente en suelos acidos y alcalinos, los cuales representan la
mayor superficie cultivable del planeta (Lopez Bucio et al., 2003 citado en (CIBIOGEM,

s.f.).
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2.3. Consumo y rubro econémico
La clasificacion de los principales consumidores de maiz la encabezan los dos
productores principales: Estados Unidos y China son de hecho dos de los paises
donde més se utiliza el cereal. Es més, en el caso de China, el consumo interno llega
a superar la produccion nacional (Todos los datos actualizados sobre la produccion de

maiz en el mundo, 2020).

United States 315.341
China

European Union
Brazil

Mexico

India

Egypt 16.205

Japan 15.494
Vietnam 14199
Canada 13.894
Other 257.581

0 100.000 200.000 300.000 400.000

Figura 2. Mayores consumidores de maiz del mundo en 2018-2019. Datos en

miles de toneladas: Statista

La Union Europea confirma su papel importante en el consumo de maiz, seguida de
algunos de los principales productores, Brasil, México, India y Canada. Entre los
demas grandes consumidores, podemos reconocer algunos de los mayores
importadores: Egipto, Japon y Vietham (Todos los datos actualizados sobre la

produccion de maiz en el mundo, 2020).
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2.4. El grano de maiz
La calidad del grano de maiz estd asociada tanto con su constitucion fisica, que
determina la textura y dureza, como con su composicion quimica, que define el valor
nutrimental y las propiedades tecnoldgicas. La importancia relativa de estas
caracteristicas dependeréa del destino final de la produccion. Los mercados son cada
vez mas exigentes y se interesan por el contenido de proteinas, aminoécidos, almidén,
aceites y demas componentes, y paulatinamente se reduce la tolerancia a sustancias
contaminantes. Para las industrias que emplean grano de maiz, su calidad y
propiedades tecnoldgicas son una preocupacion fundamental. Se requieren granos
sanos, limpios, de tamafio uniforme, textura y color (Bavera, 2006 citado en Maiz, Zea
mays, 2013). Es uno de los cereales de mayor tamafio y que mas se produce en el
mundo. El fruto de la planta se denomina mazorca se llena de granos aplanados y
grandes, colocados en ejes paralelos alrededor de su eje vertical. Los granos de maiz
son cariopsides desnudas, cuyas partes fundamentales son el pericarpio, el
endospermo, el germen y el feniculo. El principal pardmetro de clasificacion es el color

externo del grano (Maiz, Zea mays, 2013).
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Pericarpio

Germen
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Figura 3. Grano de maiz, vista exterior. Adaptado de unam.mx, 2013,
(http://olimpia.cuautitlan2.unam.mx/semillas/index.php?option=com_content&vie
w=article&id=24&Itemid=25).

2.4.1. Pericarpio. Constituye la parte externa del grano, siendo al 5-6% del total
del peso del grano; es resistente al agua y al vapor. No es un alimento
deseado por los insectos y los microorganismos (Maiz, Zea mays, 2013).
Esta dividido en cuatro capas delgadas:

Epicarpio. Capa externa que cubre el grano; esta conformado por células de
paredes gruesas.

Mesocarpio. Capas constituidas por pocas células, siendo la capa externa la
MAas gruesa, similar a la del epicarpio, mientras las células de las capas internas
son planas, de paredes delgadas.

Células cruzadas. Son capas de células de paredes delgadas, con muchos

espacios intercelulares.
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e Células tubulares. Son capas de células largas paralelas, sin ramificaciones.
2.4.2. Endospermo. En la mayoria de las variedades del maiz representa el
aproximadamente 80-82% del total del peso del grano seco y es la fuente
de almidon y proteina para la semilla que va a germinar. El almidon es
usado en comidas (como combustible fundamental) para preparar
edulcorantes, bioplasticos y otros productos (Maiz, Zea mays, 2013). El
endospermo esta compuesto por tres tipos de células:

o Capa de aleurona. De una solo célula, contiene proteina, aceite, minerales y
vitaminas.

o El endospermo corneo. Formado por células de forma irregular y alargadas.

e El endospermo harinoso. Se localiza en la parte central del grano: esta
constituido por células grandes en relacion a las otras células que componen el
endospermo.

2.4.3. Embrién/Germen. Representa entre el 8 y el 12% del peso del grano.
Est4 conformado por:

« Escutelo. Organo encargado de la alimentacion del embrién en el momento de
su germinacion.

e Eje embrionario: conformado por una plimula, que posee de cinco a seis hojas

y una radicula.
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Figura 4. Estructura interna del grano de maiz. Adaptado de estructura interna
del grano de maiz, por unam.mx, 2013.
(http://olimpia.cuautitlan2.unam.mx/semillas/index.php?option=com_content&v
iew=article&id=24&Itemid=25).

A grandes rasgos, el grano del maiz es empleado basicamente en todo el
mundo, como ya se ha mencionado para el consumo humano y nutriciébn animal,
particularmente para elaborar diversidad de productos de consumo humano, es
sometido a un proceso ancestral conocido como nixtamalizacion, en mencionado
proceso, hoy en dia ya industrializado, se enfoca claramente la atencion en el grano
tratado, sin embargo, se pierde el interés en la gran cantidad de desechos que se

generan en mencionado proceso que a continuacion se describe.
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2.5. Nixtamalizacion
Siendo un método de procesamiento de maiz muy antiguo, la coccion alcalina ha sido
desarrollada por las civilizaciones maya y azteca en Mesoamérica y su nombre
tradicional se conoce como “nixtamalizacion”. Sin embargo, la demanda de esta
practica y de productos nixtamalizados aumenta en Asia y Europa (Arteaga, 2013,
como se citdé en Argan MS, 2017). Las civilizaciones maya y azteca desarrollaron el
proceso de “nixtamalizacion” utilizando la solucién que han generado con hidroxido de

calcio (Ca (OH)2) y la ceniza de madera que contiene minerales de Ca, K, Mg, Fe y Zn.

Durante el proceso tradicional de nixtamalizacion, los granos de maiz se cocinan en
una solucién de hidroxido de calcio a una temperatura cercana a la ebullicion por un
tiempo vy, luego, los granos de nixtamal se remojan durante la noche en la misma
solucion de cal (Mariscal Moreno et al., 2015 citado en Argun MS, 2017). La
temperatura relativamente alta cerca del punto de ebullicion y el pH alrededor de 12
facilitan varias conversiones de los componentes del maiz, como proteinas, lipidos y
almidon. Para el proceso de coccion tradicional y ecolégicamente realizado, dos veces
el volumen de agua de peso de maiz o tres veces. Y en el método Clasico se utiliza
cuatro veces (vol/peso) del peso del maiz (Mariscal Moreno et al., 2015 como se citd

en Argun MS, 2017).

Durante la coccion alcalina, entre el 0,5y el 14,5 % del peso del grano pasa al agua.
En esta parte pasada al agua se encuentran las capas de pericarpio, germen y
endospermo (Rosentrater, 2006 citado en Argun, 2017) y, por tanto, contiene una
elevada cantidad de carbono organico total (COT) aproximada a 59.836 mg/l. Hay

compuestos fendlicos formados libres y ligados en diferentes proporciones,
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dependiendo del tipo de maiz cocinado en nejayote. Los solidos de nejayote
contienen, respectivamente, 125 y 10 veces mas &cido ferulico libre y 15y 53 veces
mas acido ferdlico ligado en comparacion con el maiz y del maiz nixtamalizado (masa).
Ademas, el sélido de nejayote contiene, respectivamente, alrededor de 40 y 8 veces
mas capacidad antioxidante libre y 191 y 61 veces més capacidad antioxidante ligada
en comparacion con granulos y masa sin procesar. Cuanto mayor sea el tiempo de
coccién, mayor sera el aumento de cantidad de amilosa que pasa de almidon a
nejayote. Se ha reportado que una planta con una capacidad de 600 toneladas de
maiz/dia produce de 1.500 a 2.000 m® de nejayote. Las propiedades fisicoquimicas y
de aguas residuales del nejayote pueden variar segun el tipo de maiz, la
fuente/cantidad de calcio, los periodos de coccién y remojo para la nixtamalizacion

(Argun, 2017).
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Clasico Tradicional Ecolégico

Maiz + Agua Maiz + Agua

+ Fresno de madera +Sales de Ca

4

Coccion

temperatura de ebullicién; : 1-60 minutos

Remojo

después de hervir a temperatura ambiente; 1-24 horas

Decantacion

Nejayote

Aguas residuales

Masa

Figura 5. Pasos del proceso de nixtamalizacion. Adaptado de “Tratamiento y
posibles alternativas de uso de un efluente especial: Nejayote” (p. 4), por Argun

MS, 2017, Food Process Engineering.
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2.6. Propiedades fisicoquimicas, nutricionales

Nutricionalmente, el nejayote tiene bajas concentraciones de proteina y grasa; sin

embargo, es muy rico en carbohidratos (tabla 3). Estos son residuos propios de la

composicién del endospermo y pericarpio del maiz, tales como hemicelulosa, celulosa,

almidén y lignina. Ademas, contiene sales de &cido trans-ferulico, pcumarico,

protocatecuico y 8,5-diferulico (Rosentrater y col., 1999 citado en (Pérez, 2012).

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas, nutricionales del nejayote

Propiedad Compuesto % base seca
Nutricional Proteina soluble 4.76-4.90*
Grasa 0.74-5.76*
Carbohidratos 71.93-75.41*
Almidon 2.57-32.0*
Polisacaridos no amilaceos 49.8-79.1*
Fibra cruda 19.29-22.77*
Lignina 0.36-0.67*
Extracto libre de nitrdgeno 52.45-55.67*
Proteina 0.81-7.42*
Grasa 0.49-5.76*
Cenizas 1.09-12.66*
Calcio 4.68-13.13*
Fisicas Densidad 1030.85-1047.32kg/m?
Limite de elasticidad 1440.04-1618.08N/m?
Contenido de humedad 88.15-89.29
Actividad de agua 0.99 a1.00
pH 11.5a11.6

Datos tomados y modificados de la revisibn de Rosentrater, 2006 citado en

Pérez, 2012).
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Asi también el nejayote se encuentra compuesto, aparte de un alto contenido de calcio
(tabla 3) por un 92 a 94% de agua y un 6 a 8% de residuos de maiz, entre los que
figuran las partes del pericarpio, endospermo, germen, carotenoides cuyo papel es la
responsabilidad del color amarillo caracteristico del nejayote (Velazco My col., citado

en Pérez, 2012).

Tabla 4. Otras caracteristicas del nejayote segun diversos autores

Caracteristicas Valores reportados
DQO (mg O2/L) 13,650.0 a 40,058.1
ST (mg/L) 13,310.0
DBOs (mgO2/L) 7,875.0 a 14,218.7
AT (mgCaCO3/L) 3,260.0
Fosforo (mg/L) 27
N-Kjeldah(mg/L) 118

DQO; Demanda Quimica de Oxigeno, SST; Solidos Suspendidos Totales, DBO;
Demanda Bioquimica de Oxigeno, AT; Alcalinidad Total; b.s., Base Seca. Datos
tomados y modificados de la revision de (Canul, 2016).

Como se ha mencionado, el nejayote resulta ser un subproducto clasificado como
desecho que afecta al medio donde se deposita, es un contaminante que puede ser
aprovechado o sometido a un tratamiento secundario para reducir el impacto
ambiental, de la misma manera, buscar o proponer diversas alternativas para
aprovechar lo que en principio es un contaminante de alto riesgo. El fondo del
presente trabajo es experimentar la posibilidad de aprovechar el nejayote con

beneficios agricolas como fuente directa o indirecta microbiana, promotora del
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crecimiento vegetal, en la formulacion de medios de cultivo vegetal o microbiano, y/o

asentar las bases de otras posibilidades o estrategias experimentales

2.7. Tratamiento del nejayote
El programa sectorial de medio ambiente y recursos naturales 2020-2024 tiene como
objetivo prioritario promover un entorno libre de contaminacion del agua, el aire y
el suelo que contribuya al ejercicio pleno del derecho a un medio ambiente sano para
todos (Diario Oficial de la Federacion, 2020). Sin embargo, actualmente el deterioro
de la calidad de las aguas superficiales va en aumento gracias a los vertidos de aguas
residuales domésticas, industriales y agricolas no tratadas, los cuales no solo
afectan a los ecosistemas naturales y su biodiversidad, sino que también amenazan la

salud de la poblacion que depende directamente de ellos.

En México, las descargas de aguas residuales se clasifican en municipales,
abastecimiento publico urbano y rural y no municipales, otros usos como industria
autoabastecida. Segun cifras oficiales, se trata el 52.7% de las aguas municipales que
se generan, y el 32% de las aguas no municipales (Aguas residuales y contaminacién

en México, 2018).

Aunque hay avances, es aun insuficiente y existe un volumen indeterminado de aguas
contaminadas que no son colectadas, que se pierden en las redes de desagtie o que
se descargan de forma ilegal directamente al medio. Se calcula que en el 2015 el costo
econdémico de la contaminacion causada por aguas residuales no tratadas fue de 57
403 millones de pesos, equivalentes al 0.3% del producto interno bruto (Aguas

residuales y contaminacion en México , 2018).
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Las Normas Oficiales Mexicanas, NOM-001-ECOL-1996 y NOM-002-ECOL-1996,
establecen los limites méximos permisibles de contaminantes de las descargas de
aguas residuales provenientes de la industria (Tabla 5). Los 8 compuestos organicos
e inorganicos y sus concentraciones en el nejayote son mas altos con respecto a los
limites permisibles de las Normas Oficiales Mexicanas y, por tanto, no puede ser

arrojado al drenaje o alcantarillado sin previo tratamiento (Pérez, 2012).

Tabla 5. Parametros contaminantes en el nejayote y sus valores maximos

establecidos por normatividad

Parametro Valores méaximos Valores en

por normatividad nejayote**
pH 5-10* 10.5-11.6

Sodlidos suspendidos (mg/L) 60* 5000-35000
Demanda bioquimica 60* 190-7875

de oxigeno (mg O2/mL)

Datos tomados de las *NOM-001-ECOL-1996, *NOM-002-ECOL-1996 vy

**Rosentrater y col., 2006 citado en Pérez, 2012.

Por otra parte, el desecho de maiz objeto del estudio sera empleado en la evaluacion
como potencial agente individual o combinado en el tratamiento pregerminativo de

semillas de plantas, para lo cual se incluye la siguiente informacion.

2.8. Tratamientos pregerminativos
En diversos trabajos se han desarrollado diversidad de tratamientos con semillas con
la finalidad de eficientar el rendimiento planta-produccién algunos de ellos consisten
en la escarificacion manual de la semilla, la inmersién en agua caliente o fria, en acido

sulfarico, entre otros. Su finalidad es romper la latencia inducida por la testa al
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ablandar, perforar, rasgar o abrirla para hacerla permeable sin dafiar el endospermo y
el embrion (Padilla, 1995 citado en Viveros, et al., 2015). Algunos de ellos, aplicados
en semillas de arboles, aceleran y aumentan su germinacion; sin embargo, no todos
los métodos y condiciones son eficientes para cualquier cultivo, por lo que se debe

experimentar para determinar el mas indicado para cada una (Viveros ,et al., 2015).

De entre los métodos mas aplicados se pueden considerar la estratificacion,

escarificacion, lixiviacion, y los que se presentan a continuacion:

a) Estratificacion: Este tratamiento se utiliza para romper la latencia fisiol6gica, y
consiste en colocar las semillas entre estratos que conservan la humedad,
comunmente arena o bien turba o vermiculita, en frio o calor. La estratificacion fria es
aguella donde se mantienen las semillas a temperaturas bajas (4 a 10 °C), asemejando
a las condiciones de invierno, por un periodo que oscila entre 20 y 60 dias, llegando
inclusive hasta 120 dias (Varela & Arana, 2011). En el caso de la estratificacion célida,
esta se basa en la necesidad de las semillas de estar sometidas a altas temperaturas
para poder germinar. En este caso, la temperatura empleada oscila entre los 22 y 30

°C, con un periodo de estratificacién entre los 30 y 60 dias.

b) Escarificacion. La escarificacion es cualquier proceso que rompa, raye, altere
mecanicamente o ablande las cubiertas de las semillas para hacerlas permeables al

agua y a los gases. Esta puede subdividirse en mecénica y quimica:

1) Mecénica: Consiste en raspar la cubierta de las semillas con lijas, limas o quebrarlas
con un martillo o pinzas (Figura 6). Si es a gran escala, se utilizan maquinas especiales

como tambores giratorios recubiertos en su interior con papel lija, o combinados con
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arena gruesa o grava. En el caso de tratar grandes cantidades de semillas, se puede
utilizar una hormigonera con grava o arena en su interior, o bien en un tambor forrado

en su interior con material abrasivo como lija, cemento o discos abrasivos giratorios.

Se han obtenido resultados Optimos con este tratamiento en semillas de Maitén, a las
qgue se les ha eliminado el arilo mediante frotacién con arena, logrando un 81% de

germinacién (Cabello & Camelio, 1996 citado en Varela & Arana, 2011).

Figura 6. Esquema mostrando el proceso de escarificacion mecanica mediante
el uso de pinza. Tomado de Arriaga et al., 1994 citado en (Varela & Arana,

2011).

2) La escarificacion quimica, consiste en remojar las semillas por periodos breves de
15 minutos a 2 horas, en compuestos quimicos. Las semillas secas se colocan en
recipientes no metalicos y se cubren con acido sulfarico concentrado en proporcién de

una parte de semilla por dos de acido.

Durante el periodo de tratamiento, las semillas deben agitarse regularmente con el fin
de obtener resultados uniformes. El tiempo de tratamiento varia segun la especie. Al
final del periodo de tratamiento se escurre el acido y las semillas se lavan con

abundante agua para eliminar los excesos (Varela & Arana, 2011).
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c) Lixiviacion: Las semillas son remojadas en agua corriente con la finalidad de
remover los inhibidores quimicos presentes en la cubierta. Este tratamiento también
es empleado con el objetivo de ablandar la testa. El tiempo de remojo puede ser de
12, 24, 48 y hasta 72 h, y en algunos casos, cambiandoles el agua con cierta

frecuencia (Varela & Arana, 2011).

d) Hormonas y otros estimulantes quimicos: Existen compuestos que estimulan la
germinacion, entre los mas usados estan: nitrato de potasio, tiourea, etileno, acido
giberélico (GAs), citokininas, entre otros. Todo este tipo de sustancias se emplean a
diferentes concentraciones y tiempos de exposicién, dependiendo de la especie de

que se trate.

Se ha mencionado que los métodos de pre tratamiento son diversos y, por lo tanto,
los resultados son variados dependiendo de la semilla; para los fines de la presente

investigacion se han propuesto la experimentacion con plantas de tuna.
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2.9. Antecedentes de investigacion

2.9.1. Nopal de castilla o Tuna de castilla (Opuntia ficus
indica)

Una especie de rapida adaptacion a diversas condiciones climaticas y edéaficas, puesto
gue puede ser introducida a cualquier region del pais, ya sea en climas templados-
secos, aridos y semiaridos. Entre sus principales funciones son utilizadas para
proteger el suelo de la erosiéon y restauracion de los ya degradados. Esta cactacea
juega un papel ecoldgico decisivo al frenar la degradacion de los suelos deforestados
en zonas aridas. Otra funcion muy importante es como planta alternativa para
combatir la contaminacion, ante el alto grado de perturbacibn ambiental como
captadora de CO:z por ser una de las pocas especies que pueden establecerse

con éxito en superficies deterioradas (Narvaez, 2016).

Las cactaceas tradicionalmente son propagadas a partir de semillas o cortes, en estos
casos las plantulas tienden a ser de lento crecimiento y susceptibles a pudriciones.
Con base en esto es importante plantear estrategias de conservacion y proteccion
mediante técnicas de cultivo de tejidos y almacenamiento de semillas que permitan la

conservacion de la especie indefinidamente.
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3. Planteamiento del problema

Hoy en dia se atraviesa por una situacion climética preocupante, puesto que cientificos
de todas partes de mundo advierten de pocos afos, o periodos de corto plazo, para
tratar de restaurar el dafio ambiental; si hablamos de nuestro pais se sabe que es uno
de los primeros donde estd mas cercana la hora cero en cuestion al agua, todo esto
debido al consumo excesivo principalmente de empresas refresqueras y cerveceras;
sin embargo, también existen otras actividades que empeoran esta situacién, como es
la elaboracion de uno de los productos mas consumidos en México, la tortilla, ya que
el proceso de nixtamalizacion requiere una cantidad de agua importante, ademas de
que el residuo producido combinado con agua, comunmente llamado nejayote,
produce un dafilo ambiental importante debido a que estas aguas residuales
diariamente son desechadas sin tratamiento alguno a las tuberias o alcantarillado,
provocando corrosion en los drenajes, ademas de que es un agua residual de alta

alcalinidad alterando las formas de vida de los sitios donde tiene alcance.

Su composicién en cuestion a materia organica residual (principalmente CaCQO3s) junto
con la demanda bioldgica de oxigeno (DBO) y la demanda quimica de oxigeno (DQO)
hacen que este efluente contaminante sea dificil de tratar. Razones por las cuales se
deben buscar alternativas emergentes para su procesamiento y/o aprovechamiento

total o parcial.
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4. Justificacion

La experimentacion empleando un desecho agroindustrial permitird valorar su posible
aprovechamiento como una alternativa en el pretratamiento de semillas de tuna
(Opuntia ficus-indica) con la vision de mejorar aspectos de calidad germinal e
incrementos en los rendimientos de produccion valorandolo como posible sustituto o
complemento no quimico para el campo y, por otro lado, su posible empleo para el
aislamiento de microorganismos favorables en la agricultura en la formulacion de un
biofertilizante, fuente de microorganismos con propiedades de interés industrial,
ademas de la indudable justificacion en mitigar el impacto ambiental que generan las
grandes cantidades depositadas del mencionado desecho, garantizando una cadena
alimentaria sana con el desplazamiento total o parcial de los fertilizantes y tratamientos

qguimicos.
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5. Objetivos

5.1. General
Aprovechar el nejayote, como fuente microbiana y nutritiva estimulante del crecimiento

vegetal en semillas de Opuntia ficus-indica.

5.2. Objetivos especificos
1. Evaluar el efecto de la aplicacibn de nejayote sobre la germinacion en
semillas de Opuntia ficus-indica.
2. Registrar los pardmetros fisioldgicos de las plantulas de Opuntia ficus-indica.
3. Aislar la poblacion microbiana nativa del nejayote
4. Extraery analizar el material genético.

5. Sentar las bases para la generacién de una biblioteca genética.
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6. Hipodtesis

El nejayote pudiera ser una fuente rica de microorganismos estimulantes de la division
celular vegetal, con estos aportes podria ser un sustituto exitoso para la aceleracion
del proceso germinativo en Opuntia ficus-indica, idéneo para uso en campo y en la
industria, su estudio molecular basico, permitira sentar las bases cientificas para su

futura manipulacidén genética en pro de potencializar dichas propiedades.
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7. Metodologia experimental

Toda la experimentacion se llevé a cabo en el laboratorio de Agrobiotecnologia del
Complejo Regional Centro, sede Tecamachalco de la Benemérita Universidad

Auténoma de Puebla.

7.1. Muestreo del maiz
Se utilizé6 el método de homogeneizaciéon por cuarteo establecido en la NMX-FF-
034/2002-SCFI (figura 7), se consideraron los siguientes criterios: grano sano a la

vista, sélido o no hueco.

El proceso consiste en extender los granos de maiz en un circulo y dividirlos en cuatro
partes, desechar las dos fracciones opuestas y combinar las restantes, repitiendo el

proceso hasta tener la cantidad de grano deseada (Rojas, 2018).

.
3

Figura 7. Método de cuarteo para la obtencion de una muestra representativa.

De https://repository.cimmyt.org/bitstream/handle/10883/19667/59829.pdf

7.2. Preparacion del nixtamal para recuperacion del nejayote
Para la preparacion del nixtamal se calcularon las cantidades y el tiempo de coccion
de acuerdo a (Moreno & Gricelda Vazquez, 2006) en donde primeramente se calculd

el indice de flotacion con una disolucion de azucar al 67%, para poder determinar la
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dureza del grano y posteriormente aplicar la formula para obtener el tempo de coccion
ideal ,esto a partir de cuando se inicia la ebullicion plena; la relacion de calcio y el agua
a utilizar fueron obtenidos de (Moreno & Gricelda Vazquez, 2006); con los
componentes se realizo la nixtamalizacion, transcurrido el tiempo se deja reposar 17

horas y pueda servir para la molienda.

7.3. Germinacion de semillas de Opuntia ficus-indica

7.3.1. Siembray prueba de tratamientos

Para la siembra se esterilizaron las charolas de germinacion, se llenaron hasta la
tercera parte de su capacidad con el sustrato de suelo previamente esterilizado y
recolectado en la periferia de la unidad académica, el suelo esterilizado dos veces a
condiciones de 12 libras de presiéon durante 30 minutos se mezclé con vermiculita

igualmente esterilizada bajo las mismas condiciones.

Se regaron los contenedores con agua normal para conservar humedad suficiente, sin
la aplicacién de ningun agente quimico, en la mezcla del sustrato se sembraron las

semillas tratadas de Opuntia ficus-indica a una profundidad de un centimetro.

Para los tratamientos se utilizaron dos variedades de semillas de tuna (Opuntia ficus-
indica), la primera cuya carne es color verde palido y el segundo color rojo, se utilizaron
sustancias como peroxido de hidrogeno, acido clorhidrico y la muestra problema de

nejayote, los tratamientos se muestran a continuacion (tabla 6):
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Tabla 6. Condiciones de los tratamientos en tuna (Opuntia ficus-indica) roja y verde

N° Escarificacion Tipo de tratamiento Concentracion %
tratamiento (v/v)

T1 - - -

T2 lijado Peroxido de hidrogeno 3.0

T3 lijado Nejayote 100.0

T4 lijado Nejayote 50.0

T5 - HCI 2.0

Cada tratamiento fue realizado por veinticuatro horas y por triplicado; T1 corresponde
al tratamiento control que consistié en sembrar las semillas directamente sin ninguna
alteracion. Se experiment6 con tuna roja y verde, cada grupo de semillas tratadas de

acuerdo a la tabla 6 fueron sembradas en dos contenedores independientes.

e Verde: el disefio fue completamente al azar, con 30 repeticiones de 60 semillas
para cada tratamiento, lo que dio un total de 244 semillas incluyendo al
tratamiento testigo.

e Roja: disefio al azar con 8 repeticiones de 16 semillas por tratamiento, a

excepcion del testigo, el total fue de 140 semillas.

Al experimentar dos tiempos de remojo, se monté una charola de germinacién por

cada tiempo de tratamiento, es decir, dos charolas.
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7.3.2. Porcentaje de germinacion

La eficiencia germinal porcentual se estimé aplicando la ecuacion basica siguiente:

N° semillas germinadas

% germinacion = * (100)

N°total de semillas sembradas

Tras la germinacion, tres meses después se realizé la determinacion de altura de las

plantas, asi como al término del experimento se midio la longitud de las raices.

7.4. Aislamiento de microorganismos alcalofilos del nejayote.

7.4.1. Propagacién de microorganismos

Durante dos meses se dejaron reposar dos frascos conteniendo 50mL de nejayote, el
primero con la parte liquida del nejayote y el segundo con los lodos del nejayote crudo,
la estimulacion microbiana se logr6 a temperatura ambiente durante el periodo

indicado.

7.4.2. Aislamiento

Mediante extensibn en placa se sembraron los microorganismos del liquido
sobrenadante del nejayote, los sedimentos sélidos, y nejayote combinado, sélido-
liquido, en tres diferentes medios, PDA pH 5.6, PDA pH 3.5 y agar para métodos
estandar, las placas se incubaron a 37°C durante cinco dias y posteriormente fueron
preservadas a 4°C. Para los siguientes ensayos se trabajé con tres muestras
representativas finales que consistian en nejayote combinado en su fase solida-

liquida.
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7.4.3. Propagacion microbiana para extraccion de ADN gendémico

Logrado el desarrollo microbiano monitoreado por el incremento en la turbidez, se
inocularon en medios liquidos, sustituyendo al medio PDA por PDL, y al agar para
meétodos estandar, por medio LB, las muestras fueron etiquetadas e incubadas a 28°C
hasta que se presentd un buen crecimiento el cual fue recuperado por
microcentrifugacion. El paquete celular fue procesado y/o almacenado siguiendo el

protocolo de extraccion de DNA gendmico (gDNA).

7.4.4. Extraccién de ADNg

Este ensayo consisti6 en compactar las células microbianas mediante centrifugacién
y la eliminacion del caldo de cultivo. Las pastillas celulares recuperadas se sometieron
a un tratamiento quimico para su lisis celular, separar y purificar los acidos nucleicos
del resto de componentes de la célula (azucares, proteinas, lipidos y glucidos). Para
la extraccion de ADN hay que tener en cuenta que el protocolo a emplear debe ser

acorde al tipo de microorganismo que se analizara (Carrasco, Ortiz, S, & F, s.f.)

Las tres muestras que fueron colocadas en tubos eppendorf; la muestra nimero uno
(PDL pH6.5), muestra numero dos (PDL pH3.5) y la muestra niumero tres (LB). Las
cuales se centrifugaron a 13000 RPM para eliminar el sobrenadante, posteriormente
se le adicionaron 200uL de agua destilada para que con ayuda de pistilos se
maceraron, se incubaron 10 minutos a 80°C, enseguida se colocaron en el termoblock
a una temperatura de 65°C durante 3 minutos, transcurrido el tiempo se adicionaron
800pL de buffer de lisis(50 mM Tris base, 250 mMNacCl, 50 mM EDTA (pH 8,0), 0,3%

dodecil sulfato sédico dodecil sulfato (SDS) (p/v) (Tapia-Tussell, 2006); se incubaron
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nuevamente 30 minutos a 65°C; se agregaron 500 pL de cloroformo mezclando por
inversién durante 5 minutos. Se centrifugaron durante 10 minutos a 13000 RPM a
temperatura ambiente, se recuperd el sobrenadante en, al cual se le adicion6 0.7
volumenes de isopropanol mezclando por inversion, posteriormente se colocaron a 80
°C por 10 minutos; nuevamente se centrifugaron durante 15 minutos a 13000 RPM y
temperatura ambiente, con cuidado, se descarto el sobrenadante, posteriormente se
adicion6 500uL de etanol al 70% y se volvié a centrifugar 5 minutos a 13000 RPM
desechando el sobrenadante. Las pastillas fueron secadas a condiciones ambientales;
para finalizar las pastillas se resuspendieron en 30 pL de agua MQ para su posterior

analisis visual.

7.4.5. Electroforesis en gel agarosa

La electroforesis es una técnica que consiste en separar particulas con carga, en este
caso fragmentos de ADN, cuando son sometidas a un campo eléctrico. Para esto, se
utiliza una matriz de agarosa, generalmente entre 0,8 y 1,5%, en una solucion
amortiguadora, ademas de una tincidbn que se intercala en el ADN para permitir su
visualizacion. A dicha matriz se le aplica un flujo de electricidad suministrado por una
fuente de poder, en la cual se establece el voltaje y tiempo en que se aplica el campo
eléctrico. La migracién de los fragmentos de ADN que poseen carga hegativa, se
produce hacia el electrodo positivo, ubicado en el otro extremo de la camara.
Finalizada la migracién de los fragmentos, las bandas de ADN se visualizaron en el
gel de agarosa al 0.8% aplicando luz ultravioleta (UV) con un transiluminador acoplado

a un fotodocumentador, en primera instancia, para evaluar la integridad del ADN
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extraido desde la colonia microbiana y, en segunda instancia, para corroborar la

amplificacion de ADN mediante PCR (Carrasco, Ortiz, S, & F, s.f.).

Como se mencion6 se preparé un gel de agarosa al 0.8% en buffer TBE 0.5X,
calentando a ebullicion hasta tu total integracion; la solucion se dejé aclimatar y se
vertio en el molde complementado con un peine de cinco muestras para formar los
pocillos, esto de acuerdo al niumero de muestras que se trabajaron, mientras ocurria
la solidificacién del gel se prepard la cdmara de electroforesis la cual se llen6 con
buffer de corrimiento TBE 0.5X, fue conectada a la fuente de poder; una vez preparado
se coloco el gel dentro de la cAmara para su corrimiento en ciclos de 30 minutos a 70

volts.

7.4.6. Preparaciéon y carga de muestras

Para la carga de muestras fue necesario colocar una cantidad minima de colorante,
llamada solucién de carga, las muestras se resuspendieron varias veces con ayuda
de la micropipeta; una vez preparadas las muestras, se colocaron cuidadosamente en
los pozos del gel; se ajusto el voltaje y tiempo, transcurriendo este, el gel se sometio
a una tincion con bromuro de etidio (BrEt), revelando su posicion en el gel después de

ser enjuagado para visualizarlo con el transiluminador- fotodocumentador.
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7.4.7. Purificacion del ADNg

Las muestras de ADNg que acumularon restos de RNA residual fueron tratadas en
una reaccion degradativa llamada Master Mix, para lo cual primero se colocaron, por
cada muestra de ADNg, de 1 a 3 uL de RNAsa A a 100 pg/mly de 10 a 12 uL de agua
MQ, cantidades variables dependiendo de la concentracion de cada muestra, y de 12
a 15 uL del ADNg a tratar. Las reacciones se incubaron a 37 °C durante 2 horas,
seguido de una electroforesis en gel de agarosa al 1%. Si la reaccion fue exitosa, se
procedié al fraccionamiento del material genético mediante reacciones de digestion

enziméatica de reconocimiento sitios especificos.
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7.4.8. Digestion

7.4.8.1. Digestiones enziméaticas

Las reacciones de restriccion se realizaron con los enzimas EcoRI, Xhol y
EcoRV (20 U/pl), aplicando los amortiguadores correspondientes (10X buffer 4 de
BioLabs). Se prepararon las mezclas de reaccion a 4°C en tubos eppendorf de 1.5

ml, como a continuacion se presenta (tabla 7):

Tabla 7. Mezclas de digestiones. * ADN gendmico pretratado con RNasa. Las
cantidades fueron escaladas segun el namero de reacciones requeridas,

normalmente fueron tres (3X)

Componente 1X (pl) 1X (ul)
*ADNg 2.0 20
EcoRl 0.8 0.8
EcoRV 0.0 0.8

Xhol 0.0 0.8
Amortiguador 10X 2.0 2.0
RNasa 0.8 0.8
H20 dd 16.4 12.8
Volumen final 20 20

Los tubos se incubaron en un bafio seco a 37 °C de 2 a 15 horas.
Transcurrido el tiempo, los productos se analizaron por electroforesis en gel de

agarosa al 1%.
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7.4.9. Clonacién de los fragmentos de digestion

Los productos de las digestiones fueron ligados en el vector de clonaciéon comercial
pDrive de QIAGEN (figura 8) siguiendo las especificaciones de la marca. Fueron
empleados de 1 a 2 de las reacciones de digestion purificadas al que se le agreg6 0.5
pl del vector (50 ng/ul) y 2.5 ul de su amortiguador de clonacion a 2X; los componentes
fueron mezclados suavemente con apoyo de la micropipeta y las reacciones fueron
incubadas a 16 °C por 30 minutos. Con los productos de las ligaciones se

transformaron células quimicamente competentes E. coli DH5a.
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Figura 8. Mapa del vector de clonacion empleado para la seleccion de clonas

candidatas con los fragmentos de digestion para su secuenciacion.
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7.4.10. Transformacién de células competentes

La reaccion se desarrollo adicionando de 1 pL de las reacciones de clonacion a las
células (DH5a) mantenidas a 4°C, el mix se incubd a la misma temperatura durante
30 minutos, transcurrido el tiempo se aplicé un choque térmico a 42°C por un minuto
y medio; se incubd nuevamente 5 minutos a 4°C; se les adicion6 500 pL de medio LB
sin antibioticos, se incub6 una hora a 37°C en agitacion orbital; pasado el tiempo se
centrifugd a 13,000 RPM durante 3 minutos y se elimind el exceso de medio con ayuda
de micropipeta, la pastilla fue resuspendida en el medio restante para proceder a
sembrar las bacterias transformadas por la técnica de extension en placa sobre medio
LB con 100 ng/mL de kanamicina como agente de seleccién soportado por los
reactivos de alfa complementacion. Finalmente, las placas fueron incubadas a 37°C
durante una noche para su analisis y extraccion de DNA plasmidico que seria

mandado a secuenciacion.
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8. Resultados y Discusion

Esta investigacion consistio en evaluar al nejayote crudo como agente de tratamiento
para acelerar la germinacion de semillas de tuna (Opuntia ficus indica), asi como en
el aislamiento de microorganismos propios de este desecho empleados en la
construccion de su biblioteca gendmica; una vez que se logré el aislamiento y la
propagacion de los mencionados microorganismos, se realiz0 la extraccion de su
material genético (ADNg) como base de la digestién produciendo fragmentos
empleados en construccion de la biblioteca, ademas de la amplificacion de genes de
referencia por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR); los resultados del trabajo

se presentan a continuacion.

Siendo el nejayote uno de los elementos empleados durante toda la experimentacion,
fue esencial disponer siempre de él, por lo tanto, se recurrio a su preparacion siguiendo
el proceso de nixtamalizacion tradicional que consistié en aplicar al maiz 6xido de
calcio (CaO) al 1% siguiendo las indicaciones de coccidén y muestreo previo (figura 9)
reportados por (Moreno & Gricelda Vazquez, 2006); para la posterior recuperacion del
llamado efluente. ElI maiz utilizado fue almacenado en un garrafén de plastico para
evitar humedecimiento, la nixtamalizacion se llevé a cabo en el laboratorio de procesos
del Complejo Regional Centro, sede Tecamachalco de la Benemérita Universidad

Auténoma de Puebla.
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Figura 9. Muestreo de maiz siguiendo las indicaciones de la Norma Oficial Mexicana

NMX-FF-034/2002-SCFI.

Como se sabe, las condiciones de nixtamalizacién son variables dependiendo algunas
caracteristicas de las semillas, por mencionar la edad, dureza, variedad, entre otras.
Por lo tanto, nos vimos a la tarea de determinar el tiempo especifico de coccién para
las semillas disponibles por donacion del profesor Armando Torres Chocolatl como se

describe a continuacion.

8.1. Determinacion del tiempo de coccidn
El tiempo de coccidn es un factor critico durante la nixtamalizacién, es variable porque
este tiempo se determina con base en la experiencia de manera empirica mediante
variables cualitativas como el desprendimiento del pericarpio con los dedos (Roque
Maciel, 2016). La dureza del grano de maiz es el principal factor a considerar al
momento de definir el tiempo de nixtamalizaciébn que se le dara al grano. En este

sentido, Gémez (1993) desarroll6 un modelo matematico que relaciona la dureza del
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grano medida mediante el indice de flotacion (IF) con el tiempo Optimo de

nixtamalizacion, la expresion de dicho modelo es:
TC =49.131 — 0.267(IF)
Donde, TC es el tiempo de cocimiento

Siguiendo la ecuacion anterior, se realizé la determinacion de TC a través del indice
de flotacion (IF) en solucién de azucar comercial al 67% como se observa en la (figura
10). No est4d de mas mencionar que la aplicacién de la solucion de azucar con la misma
densidad a la de una solucién de nitrato de sodio al 41% brinda resultados similares

al método oficial desarrollado.

Figura 10. A) Maices flotando en solucién de azucar; B) conteo de maices flotantes,
valor empleado para calculo posterior.

Se espera que, aplicando la ecuacion presentada en la determinacion del tiempo de
coccion, el namero de granos flotantes en la disolucion con mayor dureza, arroje un

menor indice de flotacion. Esta metodologia permite determinar la dureza de todo tipo
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de granos de maiz, permitiendo su clasificacion en granos suaves, intermedios, duros
y muy duros (tabla 8), asignando un tiempo de coccién para los procesos de
nixtamalizacion en funcion de dicha dureza (Moreno & Gricelda Vazquez, 2006).
Durante el cocimiento del grano de maiz se produce un aumento de humedad, la cual
se eleva en 10 g /100 g mas, durante el reposo. Arambula Villa G. en el 2001 afirmo
que durante el reposo se presentan los fendmenos de difusién del agua al interior del
grano, origina cambios bioquimicos en su estructura molecular, modificando las
caracteristicas fisicoquimicas, reoldgicas y texturales del nixtamal, masa y tortillas, por
esta razon es importante definir correctamente el tiempo de coccidn, ya que la riqueza

nutricional del efluente estara comprometida.

Tabla 8. Clasificacion del maiz por su dureza mediante el indice de flotacion y

su correspondiente tiempo de nixtamalizacion

indice de flotacion Clasificacion* Tiempo de
nixtamalizacion (minutos)
0-12 Maices muy duros (MD) 45
13-37 Maices duros (D) 40
38-62 Maices intermedios(l) 35
63-87 Maices suaves (S) 30
88-100 Maices muy suaves (MS) 25

MD=muy duro; D=duro; I=intermedio; S=suave; MS=muy suave. Informacion tomada

de la revision de Moreno & Gricelda Vazquez, 2006.
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Bajo el contexto anterior y ejecutando la experimentacion descrita, el tiempo de
coccion resultante fue de treinta y dos minutos, por lo que haciendo el comparativo
con la (tabla 8), la materia prima empleada en la preparacién del nixtamal fue

clasificado como maiz de dureza intermedia.

Una vez estandarizadas las condiciones, se procedio a nixtamalizar 2 Kg de maiz, el
cual previamente se muestred con el método mencionado en el apartado (7.1) para
ello se vertieron 4 L de agua potable y 20 g de 6xido de calcio (CaO) de grado
alimenticio en un recipiente de acero inoxidable sin tapa colocado en una estufa
fabricada en acero inoxidable y con una flama ajustada al minimo. El tiempo de
cocimiento se baso en el tiempo total en que se desprendio el pericarpio del grano. El
desprendimiento del pericarpio se determiné de forma subjetiva, seleccionando tres
granos de manera aleatoria de cada muestra tomada en intervalos de 5 minutos
durante tres cuartos de hora. Con el producto de nixtamalizacion preparado se
conservo a 4°C hasta el momento de emplearlo como agente en el pretratamiento de

semillas de tuna y sus posteriores registros en las respuestas germinativas.

8.2.Preparacion del sistema de germinado
Las dos variedades de tuna fueron adquiridas del mercado del municipio de
Tecamachalco, los frutos fueron cultivados y cosechados en agosto del afio 2022,
donde la produccion de tuna es alta en San Sebastian Villanueva, Puebla. Los frutos
fueron transportados al laboratorio de agrobiotecnologia 103 y 104 del CRC-
Tecamachalco donde fueron procesados para la recoleccion de la semilla, para ello
con apoyo de utensilios de cocina, como el cuchillo, coladera de plastico; la pulpa y la

cascara fueron descartadas, el exceso de pulpa en las semillas fue eliminada
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enjuagando al corro de agua de la llave y agua purificada para proceder con el secado
de las semillas que fueron colocadas en charolas de aluminio para su secado a 37°C

durante veinticuatro horas (figura 11).

Figura 11. Semillas de tuna pre lavadas y seleccionadas, colocadas en
una superficie metalica de acero inoxidable para su secado.

Figura 12. Preparacion de soluciones para el tratamiento quimico. (A);
semillas sumergidas en contenedores y colocadas en agitacion por
tiempos definidos, para los detalles consultar la tabla 6 (B).
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Las semillas tratadas, como ya se ha venido mencionando, apartado (7.3) de la
metodologia, tabla 6, fueron secadas con ayuda de papel absorbente para eliminar el

exceso de las soluciones y proceder a su siembra y germinacion.

8.3.Pre-germinado en semillas de Opuntia ficus-indica
Las semillas pretratadas y secas fueron colocadas en charolas de germinacion sobre
un sustrato preparado consistente de una mezcla de vermiculita y tierra en relacion
70:30; dichas charolas fueron ubicadas en un espacio del laboratorio a condiciones de
temperatura, luz y humedad variable dependiendo el dia, condiciones que oscilaban
entre 25 a 37°C, 10 a 400 luxes, dia noche, respectivamente, y humedad relativa del
30 a 40%. Las semillas fueron regadas cada 5 dias durante 30 dias hasta observar la

apariciéon de brotes, registrando los siguientes valores:

Tuna verde

La siembra de semillas pretratadas se realiz6 el 22 de agosto del afio 2022, como se
observa en la grafica 1 después de 22 dias de sembrado, se evalu6 la germinacion de
los tratamientos problema para poder hacer la comparacion obteniendo un 0% de
germinacion en T3 y T4, asi, transcurrio hasta el dia 52 en donde respondieron las

semillas con un porcentaje del 6.66% en el T3 y uno del 5% en T4.
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Grafica 1. Comparacion entre los porcentajes de germinacion de tuna verde
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TC es la asignacién para el tratamiento control, y los codigos T2 a T5

corresponden al nimero de tratamiento.

En la grafica 1 se observa que el TC tuvo un mayor porcentaje de germinacién
respecto a los demas. EI T2 y el T5 presentd un porcentaje idéntico de 6.66% hasta el
dia 59; posteriormente el dia 64 el T5 alcanzé un 8.33% de germinacion, igualando al
T3. Fue hasta el dia 64 cuando se presento un porcentaje de germinacion de 8.33%
en el T3 y uno de 6.66% en el T4; por lo que se considera al T3 (nejayote 100%+
ljado) como aquel que tuvo un mayor porcentaje de plantulas germinadas con una

buena rigidez, presencia de hojas y espinas.

Siguiendo con la comparacion de tratamientos, el tratamiento control (TC) mostré una

ventaja del 4.17 % en comparacion al T3 (nejayote 100%) como se observa en la
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(gréfica 1) esto desde los primeros 22 dias de siembra por lo que se da razén al articulo
de (Vazquez, 2016) en donde menciona que los métodos pre germinativos se aplican
a semillas de especies silvestres y domesticadas en las cuales la escarificacion
asegura la germinacion y emergencia de las plantulas (Celis Velazquez et al., 2008 a,
b; Celis Veladzquez et al., 2010), pero este no fue el caso de las semillas de Opuntia,
ya que su latencia y dureza de la testa (Orozco-Segovia et al., 2007) impidi6 al embridn
emerger facilmente. Por lo anterior, la germinacién que se obtuvo no fue la méas
deseada, por lo que la prueba con tetrazolio parece la mas adecuada para conocer la
viabilidad y el vigor de los embriones de Opuntia para mejora de la germinacion y

futura siembra de acuerdo a lo que menciona (Vazquez, 2016).

Figura 13. Crecimiento en los tratamientos T2 y 3 a los 51 dias de siembra

respecto al control (TC).
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Figura 14. Ubicacion de los tratamientos 4 y 5, asi como el crecimiento obtenido

a los 51 dias de siembra.

Con las observaciones finales y por todo lo anterior (figura 14) podemos sugerir el
cambiar las condiciones de los tratamientos, la concentracion del efluente, asi como

los tiempos de reposo y tener un mejor lijado o abrasion de las semillas.
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Grafica 2. Diferencias en los porcentajes de germinacion de tuna roja
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A los 14 dias el tratamiento 3 (nejayote 100%) registré un 6.25% de germinacion igual
qgue el control (TC), pero al para el tiempo el tratamiento con nejayote mostré un
incremento importante de hasta el 25% en los periodos registrados. Los codigos T2 a

T5 corresponden al niumero de tratamientos.

Transcurridos catorce dias se obtuvieron los primeros resultados, se registré un 6.25%
de germinacion en todos los tratamientos a excepciéon del T5 (agua+HCI); a los 35 dias
se observd un cambio significativo debido a que el T2 tuvo un 31.25% de semillas
germinadas; el T5 tenia un 43.75% y los tratamientos problema se mantuvieron en un
25%; al dia 56 el T2 mostré una disminucion a causa de la muerte de algunas

plantulas, la germinacién aument6 en el T5 asi como en los tratamientos problemas
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teniendo un 18.75% en el T3y un 37.5% en el T4, al dia 77 cuando se realiz6 la tltima
observacion el T2 present6 solamente un 25 % de germinacion, el tratamiento control
mostré un 12.5% con el menor numero de plantulas germinadas en todo el proceso
experimental; el T3 (nejayote 100%) disminuyo de 25% a 18.75% por lo que no hubo
tanta efectividad; la comparacion importante es entre el TS5 y el T4 (nejayote 50%) las
semillas de los dos tratamientos fueron tratadas durante 24 horas, finalmente con T5
se obtuvieron el 43.75% de semillas germinadas, en cambio, el T4 superd esta

cantidad con un 50% de germinacion.

Figura 15. Desarrollo de las plantulas de tuna roja de las semillas pretratadas

el 31 de agosto del 2022.

Si comparamos los resultados de germinaciéon entre la tuna verde y roja, podemos
apreciar (tabla 9,10) que en la tuna roja los tiempos de germinacion se acortan de
manera natural, tratamiento control, la roja germiné a los 14 dias posteriores a los
tratamientos y siembra; la tuna verde germiné a los 31 dias, sin embargo, al paso de

los dias las semillas tratadas alcanzaron mejor taza de germinacion.
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Tabla 9. Comparativa del tiempo en dias de germinacion entre los dos tipos de

tuna.
Numero asignado Tipo de tratamiento Tuna verde Tuna roja
2 H202 31 27
3 nejayote 100% 44 14
4 nejayote 50% 44 14
5 HCI 35 27
C Control 35 27

También se detectaron diferencias en los porcentajes germinativos, puesto que el
tratamiento control fue el que no mostré un porcentaje significativo de germinacion. Es
asi como los resultados fueron positivos; recapitulando, el menor tratamiento (s) fue el
de la tuna roja, ahora bien, el porcentaje de germinacion se vio favorecido con el
remojo del desecho diluido, ademas de la aplicacion de la escarificacion con lija en la
variedad de tuna roja, por lo tanto, es recomendable para la propagacion mediante
semillas. Por otro lado, con las plantas germinadas se midieron algunos de sus
paradmetros de desarrollo que refleja su crecimiento vegetal, como se presenta en los

siguientes resultados.

8.3.1. Andlisis ANOVA y Tukey, primera variable
Se compararon las mediciones de las dos variedades en tres puntos importantes del
experimento, los resultados se analizaron con un nivel de significancia de 0.05, los

resultados del % de germinacion como la primera variable (ver anexo 1).
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Tabla 10. Comparativa de los porcentajes maximos de germinacion entre los

dos tipos de tuna.

Numero de Tipo de Tuna verde Roja
tratamiento Tratamiento
2 H202 6.66 25
3 nejayote 100% 8.33 18.75
4 nejayote 50% 6.66 50
5 HCI 8.33 43.75
C Control 12.5 12.5

8.4. Registros del desarrollo vegetal
El crecimiento de las plantulas fue diferente entre los tratamientos. Las partes en las
que se observaron las diferencias fueron la raiz (longitud) y el hipocétilo (altura),
debido a esas diferencias, el tamafio general de las plantulas también fue diferente

entre los tratamientos.

Figura 16. Medicion de las dimensiones de las plantulas con ayuda de un
vernier.

El crecimiento aéreo se midié con ayuda de un vernier seccionando un segmento del

tallo, se registré la variacion de su longitud y se grafico el valor con respecto al tiempo.
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Grafica 3. Comparacion de alturas entre los tratamientos de tuna verde
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Se observa que el tratamiento control (TC) tuvo un incremento entre 64 y 85
dias. Siendo las plantas con mayor desarrollo por encima de los diferentes

tratamientos.

Los resultados del crecimiento de las plantulas de tuna verde (gréfica 3) indicaron que
el remojado por 24 horas con acido clorhidrico diluido (T5) pudo haber dafiado
parcialmente a los embriones y provocado disminucion del crecimiento. Asi también
en el caso del T4 la exposicion al nejayote en menor concentracién (50%) pudo no
haber sido suficiente para el pronto rompimiento de la testa. El crecimiento menor de
las plantulas también pudo ser aparente debido a que en ambos tratamientos las
emergencias inicial y total presentaron varios dias de retardo respecto al testigo (TC),
el cual se observé que tuvo una gran diferencia en comparacién a los demas

tratamientos.
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Grafica 4. Diferencia de alturas entre los tratamientos de tuna roja
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Algunos resultados se asemejan a los de la tuna verde, se podria afirmar que ocurrié
el mismo problema en el T5, ya que hubo una disminucion de altura por el probable
dafio de los embriones y en el T4 no fue suficiente la concentracién de efluente para
un buen crecimiento; sin embargo, los demas tratamientos, TC, T2 y T3 tuvieron
nameros similares. Es cierto que el TC mostré mayor altura, sin embargo, el nimero
de plantulas fue menor (gréafica 4) por lo que no garantiza ser el mejor pretratamiento

para las semillas de testa dura, como lo son las de tuna.

8.5. Medicién de crecimiento de las raices
Se dio el seguimiento el crecimiento de la raiz solo a la tuna roja porque presentaron
una mayor diferencia en crecimiento. La raiz primaria fue medida para obtener los

promedios de altura.
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Tabla 11. Comparativa del crecimiento de las raices

Numero de Tipo de Promedio
tratamiento Tratamiento
2 H202 9.76
3 nejayote 100% 6.13
4 nejayote 50% 8.4
5 HCI 2.43
TC 5.63

Se comparo el tratamiento control con los tratamientos problema y se observé que el
promedio del tratamiento tres respecto al tratamiento control fue mayor, ademas de
gue, con las mediciones de la raiz, se registraron valores mas altos.

8.5.1. Analisis ANOVA y Tukey, segunda variable

La segunda variable fisiol6gica de las plantas fue el crecimiento aéreo o la llamada
altura de las plantulas; de la misma manera que para el desarrollo de las raices, se
compararon tres puntos iniciando con los registros del dia 44; los resultados se

presentan en el anexo 1.
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Figura 17. Comparacion de raices entre TC y T3, se observa el desarrollo
radicular de ambos tratamientos, asi como la altura aproximada de acuerdo a
la escala.

Figura 18. Diferencias entre tratamiento control contra el cuarto tratamiento.

El cuarto tratamiento arrojé los mejores resultados en cuanto a tratamientos problema,
por lo que en este rubro se considera como una buena opcion para el enraizamiento

en el suelo.

Figura 19. Tratamiento 2 y tratamiento 5 donde se muestra la longitud de las
raices.
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Para valorar si las respuestas en la germinacion y en el crecimiento vegetal estan
influenciadas por la poblacibn microbiana nativa del nejayote, se procedid a la

propagacion y aislamiento de los microorganismos alcalofilos.

8.6. Aislamiento de microorganismos alcalofilos del nejayote.
Se realiz6 la propagacion de los microorganismos, gracias al reposo del desecho
durante 60 dias a temperatura ambiente, una vez que se observl crecimiento, se
sembrd por medio de extension en placa en tres medios; trabajo con medio PDA pH
3.5, agar para métodos estandar y PDA pH 5.6, estas placas fueron incubadas a 37°C
por cinco dias para que se diera el crecimiento, posteriormente se preservaron a 4°C
en el cuarto frio, en el transcurso del experimento se trabajaron con tres muestras

diferenciadas por su estado solido, liquido y la combinacion de los anteriores.

El nejayote fue colocado en frascos a temperatura ambiente para la propagacion de
microorganismos (figura 20), se trabajé con la parte liquida y sélida en frascos

distintos, transcurridos los sesenta dias se aprecio en desarrollo microbiano.

Figura 20. Desarrollo microbiano en el sustrato liquido, sobre nejayote
incubado a temperatura ambiente durante dos meses.
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Una vez que hubo crecimiento notable, se procedido a hacer la combinacion del
nejayote en estado solido y liquido para posteriormente hacer la siembra por extension
en placa en donde después de diez dias se presento el desarrollo que se muestra en
la figura 21, donde se observan colonias de bacterias y crecimiento de hongos en los
tres medios de prueba, luego estas placas fueron incubadas en el cuarto frio para su

conservacion a 4°C y futuro uso.

Figura 21. Desarrollo de hongos y bacterias en los diferentes medios para su

posterior inoculacion en medio liquido.

Con el desarrollo microbiano en los medios solidos, al azar fueron seleccionadas
algunas colonias para su propagacion en medios liquidos, el desarrollo fue empleado

para empacar las células y proceder con la extraccion de ADN genémico (gADN).
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8.7. Extraccion gDNA.
Se realizo la extraccion del gDNA para lo cual se empleé el traspase de placa a medios
liquidos, por lo que el medio PDA se sustituy6 por papa dextrosa en liquido y a su vez
el agar para métodos estandar se cambidé por medio LB; por lo tanto, se realizd una
siembra en tres tubos que se incubaron a 28°C y se mantuvieron en agitacion durante
20 horas. Una vez listos los reactivos se procedié a comenzar el proceso siguiendo
las indicaciones que se mencionan en la seccién (7.4.4) tres muestras fueron

procesadas.

Figura 22. Parte final del proceso de extraccion de gDNA. Se puede observar
el fondo del tubo en donde se encuentra la pastilla resultante del proceso
después de la centrifugacién, en donde se tiene el material genético deseado.

Como se marca en el protocolo de extraccion, la pastilla seca y libre de sales fue
resuspendida en grado biologia molecular para su presentacion a 20°C bajo cero y/o
su analisis molecular mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % (figura 23)
con un control de tiempo y corriente eléctrica aplicada con una fuente de poder marca

Thermo Scientific.
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Figura 23. Corrimiento del material genético suspendido en buffer de carga con

dos colorantes para el control de los frentes base.

Transcurridos ciclos de veinte minutos la electroforesis se detenia para proceder a la
tincion con bromuro de etidio y lavados con buffer de corrimiento; el principio de los
ciclos de tincién-lavado-corrimiento- lavado, fue para mejorar la calidad de la imagen

y facilitar su analisis.

Transcurrido el tiempo de noventa minutos, el gel se expuso a rayos ultravioleta y con
ayuda del fotodocumentador Thermo Scientific se pudo obtener la imagen que se

presenta en la figura 24, es aqui donde se observo la calidad del material genético.
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Figura 24. Muestras el producto de la electroforesis sometida a voltaje
constante en gel de agarosa al 0.8%. En cada carril se cargaron dos microlitros
de gADN, en el primer carril de izquierda a derecha se encuentra la muestra
namero uno (PDL pH5.6), en el segundo la muestra numero dos (PDL pH3.5) y

en el tercer carril la muestra numero tres (LB).

Claramente, se aprecia el éxito del protocolo y principalmente la calidad y
concentracion del material genético. Podemos observar que a pesar de los lavados
durante la extraccion, se mantiene una alta concentracion de RNA total; se trato para
bajar su concentracion y evitar interferencias en las reacciones posteriores mediante

una reaccion de digestion con RNasa.

8.8. Reaccion de degradacion de RNA contaminante del gDNA
Empleando la enzima RNAsa A, los gADNs (figura 24) se preparé una mezcla de
reaccion, como se describe en el apartado (7.4.7) de la metodologia, las mezclas
fueron incubadas a 37°C durante dos horas para verificar posteriormente mediante
una electroforesis en gel de agarosa al 0.8% a lapsos de 15 minutos de corrimiento 70
V. La secuencia de las muestras analizadas, incluyendo un control, fue la que se

presenta en la tabla 12.
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Tabla 12. Secuencia del gel de electroforesis al 0.8% de la reaccién de degradacion

de RNA contaminante

N° de pozo volumen (uL) empleado Muestra de gDNA
del gDNA
1(C) 3 PDL pH 6.5
2 5 PDL pH 5.6
3 5 PDL pH 3.5
4 5 LB

La integridad y calidad del material genético tratado se presenta en la figura 25. Se
puede apreciar que después de dos horas de reaccion degradadora, en las cuatro
muestras, incluyendo el plasmido control (carril 1), aun se visualiza niveles variables
de RNA contaminante. Debido a lo anterior, el volumen restante de cada una de las

cuatro reacciones se incub6 a la temperatura mencionada por el resto de la noche.

Figura 25. Muestras del gADN tratadas con RNasa A y producto de su
electroforesis a voltaje constante en gel de agarosa al 0.8% . En cada carril se
cargaron dos microlitos de gADN. El orden de las muestras se presenta en la
tabla 12
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De esta manera fue posible lograr la eliminacion total del RNA, que en algiin momento
pudiera ser un factor limitante para ejecutar de manera exitosa las reacciones
posteriores. También se logré preservar un gDNA de buena concentracion y con
suficiente volumen para el desarrollo final del trabajo experimental, es decir, las

reacciones de digestiones mixtas, purificacién y clonacion final.
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8.9. Reacciones mixtas de digestion del gADN
Las muestras de gDNA pretratado con la RNasa A, fueron sometidas a una reaccion
de digestion mixta empleando las endonucleasas Eco RI, Eco RV y Xhol (tabla 7),
siguiendo las indicaciones y concentraciones recomendadas, e incubando las
reacciones a 37°C durante quince horas, los productos fueron analizados y
visualizados mediante electroforesis y radiacién ultravioleta complementando su

fotodocumentacion(figura 26).

Figura 26. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de reaccion
mixta. 2 uL de marcado de peso 1Kb Plus (1), 2 uL de gDNA pH 5.6 (2), 5 pL

de digestion del tubo pH 3.5 (3), 5 uL de digestién del tubo LB (4).

Como se aprecia en los carriles 3 y 4 de la figura anterior, muestran un patron diferente
respecto a la muestra de gADN no tratado, carril dos; por otro lado, las dos muestras

seleccionadas, muestran un patron de corrimiento tipo barrido, tipico y exitoso para
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este tipo de reacciones mixtas, es decir, las condiciones y concentraciones de los
agentes aplicados fueron los necesarios para que los gDNA fueran fragmentados en
tamafios multiples que posteriormente, y parte final del trabajo, serian clonados y
transformados en células competentes para su conservacién o secuenciacion. Es

decir, la construccion de la minibiblioteca gendémica.

8.10.Clonacion y transformacién de células competentes
De cada una de las muestras seleccionadas, se realizé la ligacion en el vector “p- Drive
Cloning Vector” empleando dos microlitros de las reacciones mixtas de digestion, 5
microlitros del buffer de ligacion 2X, 0.5 microlitros de T4 DNA ligasa y agua grado
biologia molecular para un volumen final de 10 microlitros; las reacciones fueron
incubadas 30 minutos a 16°C. Transcurrido el tiempo 5 microlitros de la reaccion
almacenados a 20°C bajo cero y el volumen restante fue empleado para la
transformacion de células competentes E. Coli DH5~ por choque térmico, para ello la
reaccion de digestion se adiciond a las células, después 30 minutos a 4°C se aplico
un choque térmico a 42°C durante 1 minuto treinta segundos, se incub6 5 minutos a
4°C para la adicién de medio LB libre de antimicrobianos, se incub6 a 37°C durante 1
hora y las células fueron inoculadas en placas de medio LB con antimicrobianos de

seleccién para inducir su crecimiento a 37°C durante 10 horas.

De esta manera se logro el crecimiento de colonias aisladas (figura 27) que

tedricamente tienen algun fragmento de gADN corto integrado a su genoma.
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Figura 27. Placas mostrando el desarrollo de células candidatas positivas
seleccionadas en los medios LB y PDA con antimicrobianos. Se muestra del lado
derecho la placa con medio LB, a la izquierda se encuentra la placa con medio PDA

acidificado.

Esta es una minibiblioteca de gDNA que debera ser analizada y/o resembrada en placa
para su escrutinio y selecciéon de las clonas candidatas que deberan ser confirmadas
mediante digestién y PCR con oligos universales SP6 y T7. En esta minibiblioteca se
espera identificar genes o sus fragmentos responsables de una diversidad de
procesos celulares o metabdlicos que influyen en la inhibicion de patégenos vegetales,
especificamente del maiz, microorganismos extremdfilos de tolerancia a esas
condiciones particulares, como lo es el pH basico, microorganismos estimulantes del
crecimiento celular, por mencionar. Estas suposiciones deberan de ser probadas

mediante la secuenciacion de clonas candidatas.

En otras palabras, en este trabajo se logro la construccion de la biblioteca gendmica,
guedando como una nueva oportunidad para su analisis bioinformatico y su aplicacion

con el uso de genes especificos que resulten de interés y en beneficio del agricultor.
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Conclusiones
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9. Conclusiones

La germinacion que se obtuvo en tuna verde no fue la més deseada, por lo que la
prueba con tetrazolio parece la mas adecuada para conocer la viabilidad y el vigor de
los embriones de Opuntia para mejora de la germinacion y futura siembra. La
sugerencia es el cambiar las condiciones de los tratamientos, la concentraciéon del
efluente, asi como los tiempos de reposo y tener un mejor lijado o abrasion de las

semillas.

Al comparar los resultados de germinacion entre la tuna verde y roja, se concluye que
en la tuna roja los tiempos de germinacion se acortaron de manera natural, se
detectaron diferencias en los porcentajes germinativos, puesto que el tratamiento
control fue el que no mostré un porcentaje significativo de germinacion. Es asi como
los resultados fueron positivos; recapitulando, el menor tratamiento (s) fue el de la tuna
roja, ahora bien, el porcentaje de germinacion se vio favorecido con el remojo del
desecho diluido, ademas de la aplicacion de la escarificacion con lija en la variedad de

tuna roja, por lo tanto, es recomendable para la propagacién mediante semillas.

El crecimiento de las plantulas en las dos variedades se vio afectado, ya que hubo una
disminucién de altura por el probable dafio de los embriones y la concentracion de

efluente para un buen crecimiento.

En cuestién a enraizamiento, el cuarto tratamiento arrojo los mejores resultados en
cuanto a tratamientos problema, por lo que en este rubro se considera como una

buena opcidn para el enraizamiento en el suelo.
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Se generd una mini biblioteca de gDNA que debera ser analizada y/o resembrada en
placa para su escrutinio y seleccion de las clonas candidatas que deberan ser

confirmadas mediante digestion y PCR con oligos universales SP6y T7.
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10. Perspectivas

1. Aplicar el crecimiento microbiano total en el tratamiento de semillas y como agente

de riego en las plantulas.

2. Monitorear las respuestas fisioldégicas y metabdlicas basicas de los tratamientos in

Vivo.

3. Realizar PCR colony y seleccionar algunas clonas candidatas para su

secuenciacion.

4. Realizar un andlisis bioinformatico para la construccion de una filogenia e identificar

grupos de microorganismos de las muestras analizadas.

5. Con el analisis anterior, buscar una aplicacion, agricola, industrial, alimentaria,

ambiental, especifica para el o los microorganismos identificados.
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Anexos

Anexo 1. Explicacién de andlisis ANOVA y Tukey

Hipétesis nula: el promedio de % germinacion en los dos grupos es igual, con 95% de

confiabilidad.

Hipotesis alterna: en al menos un grupo el promedio de % germinacion es distinto, con

95% de confiabilidad.

Se compararon las mediciones de las dos variedades en tres puntos importantes del
experimento, los resultados se analizaron con un nivel de significancia de 0.05, los

resultados del % de germinacién como la primera variable.

Tabla 13. Andlisis Anova y prueba Tukey entre los diferentes tratamientos al

dia 44 de los registros de germinacion

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1, Tuna verde 5 30.82 6.164 14.45223
Columna 2, Tuna roja 5 162.5 325 125

En esta tabla podemos ver que la variedad tuna roja (columna 2) obtuvo el puntaje
promedio mas alto del 32.5 en el experimento al dia 44, también tuvo 125 en varianza,

valor mas alto en el porcentaje de germinacion.
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Tabla 14. Tabla Anova al dia 44 de los registros de germinacion

Grados Promedio de

Origen de las Suma de de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad  cuadrados F  Probabilidad para F
Entre grupos 1733.96224 1 1733.96224 24.87 0.001 5.317655072
Dentro de los grupos 557.80892 8 69.726115
Total 2291.77116 9

e Segundo punto (dia 59 verde, dia 51 roja)

Tabla 15. Analisis Anova y prueba Tukey entre los diferentes tratamientos a los

dias 50-60 de los registros de germinacion

Grupos . .
Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1, Tuna verde 5 39.14 7.828 6.82112
Columna 2, Tuna roja 5 175 35 207.03125

Nuevamente a los dias 50-60 la tuna roja obtuvo el promedio y la variacién mas alta
en porcentaje de germinacion. Con el analisis estadistico se generan los siguientes

datos.

Tabla 16. Tabla Anova a los dias 50-60 de los registros de germinacion

Grados
Origen de las Suma de de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 1845.79396 1 1845.79396 17.262 0.003 5.317655072
Dentro de los
grupos 855.40948 8 106.926185
Total 2701.20344 9
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La informacion estadistica nos ayuda a determinar que se acepta la hipotesis alterna,

entre los dias 50-60 hubo diferencia significa en las medias de las dos variedades.

Al realizar una comparacion en un tercer punto de las mediciones, al dia 64 y 77 verde

y roja respectivamente, se obtienen los datos que a continuacién se muestran:

e Tercer punto (dia 64 verde, dia 77 roja)

Tabla 17. Analisis Anova y prueba Tukey entre los diferentes tratamientos a los

dias 60-70 de los registros de germinacion

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1, Tuna verde 5 42.48 8.496 5.70723
Columna 2, Tuna roja 5 150 30 261.71875

En la Gltima medicion del experimento el resultado promedio y varianza de la tuna roja

permanecio en primer lugar.

Tabla 18. Tabla Anova a los dias 60-70 de los registros de germinacion

Grados Promedio de

Origen de las Suma de de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F  Probabilidad para F

Entre grupos 1156.05504 1 1156.05504 8.65 0.019 5.317655072

Dentro de los
grupos 1069.70392 8 133.71299

Total 2225.75896 9
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Se rechaza la hipotesis nula al ser menor el valor de p, por lo que en al menos un
grupo el promedio de porcentaje de germinacion es distinto, con un 95% de

confiabilidad.

Altura de las plantulas
Hipotesis nula: el promedio de altura en los dos grupos es igual, con 95% de

confiabilidad.

Hipétesis alterna: en al menos un grupo el promedio de altura es distinto, con 95% de

confiabilidad.

La segunda variable fisiologica de las plantas fue el crecimiento aéreo o la
llamada altura de las plantulas; de la misma manera que para el desarrollo de las
raices, se compararon tres puntos iniciando con los registros del dia 44; los resultados

se presentan en la tabla siguiente.

Tabla 19. Analisis Anova y prueba Tukey entre los diferentes tratamientos a los

dias 44 de los registros de altura

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1, Tuna verde 5 66.13 13.226 27.86838
Columna 2, Tuna roja 5 60.75 12.15 8.305

La variedad tuna verde (columna 1) obtuvo el puntaje promedio mas alto, 12.23, del
experimento al dia 44 del desarrollo vegetal de igual manera la variacion mas alta en

las alturas registradas con un valor de 27.86.
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Tabla 20. Tabla Anova a los 44 dias de los registros de altura

Grados
Origen de las Suma de de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 2.89444 1 2.89444 0.160 0.700 5.317655072
Dentro de los grupos 144.69352 8 18.08669
Total 147.58796 9

Dado que el valor p fue mayor que a = 0.05, se acepta la hipétesis nula del ANOVA 'y
se concluye que se tiene evidencia para decir que las medias de los grupos fueron

iguales al dia 44 de medicion.

e Segundo punto (dia 59)

Tabla 21. Andlisis estadistico mediante ANOVA y prueba Tukey para comparar

el crecimiento aéreo a los 59 dias del monitoreo vegetal

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1, Tuna verde 5 80.25 16.05 5.455
Columna 2, Tuna roja 5 60.26 12.052 3.85927

El promedio de la tuna roja fue el mayor; sin embargo la varianza mas alta fue la de la

variedad de tuna verde.
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Tabla 22. Tabla Anova a los 59 dias de los registros de altura

Grados
Origen de las Suma de de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 39.96001 1 39.96001 8.580 0.019 5.317655072
Dentro de los grupos ~ 37.25708 8 4.657135
Total 77.21709 9

Se rechaz0 la hipotesis nula al ser menor el valor de p, por lo que en al menos un

grupo, el promedio de alturas es distinto, con 95% de confiabilidad.

e Tercer punto (dia 85)

Tabla 23. Andlisis estadistico mediante ANOVA y prueba Tukey para comparar

el crecimiento aéreo a los 85 dias del monitoreo vegetal

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1,Tuna verde 5 120.2 24.04 42.188
Columna 2, Tuna roja 5 104.71 20.942 4.05532

Tabla 24. Tabla Anova a los 85 dias de los registros de altura

Grados Promedio Valor
Origen de las Suma de de de los critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 23.99401 1 23.99401 1.038 0.338 5.317655
Dentro de los
grupos 184.9732 8 23.12166
Total 208.96729 9
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El factor p resulto ser mayor que el nivel de significancia, por lo que promedio de altura

en los dos grupos es igual, con 95% de confiabilidad.

Con el analisis estadistico anterior al comparar tres puntos del desarrollo de las tunas,

nos permite decir que el mejor desarrollo en altura fue para la tuna roja.
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Anexo 2. Determinacién de la dureza del grano a través del indice de

flotacién en solucion de azGcar comercial

Bennet (1950) define a la dureza del grano de maiz como la fuerza necesaria para
romperlo para medir esta caracteristica, se pueden emplear métodos directos en los
gue se mide esta fuerza en cada grano mediante el uso de texturometros tales como
el Instron (Texturometro de Harry Mazal) o el analizador de textura TA-X T2i (Stable
Microsystems, UK). Ademas de que estos dos equipos son costosos, las diferencias
gue se observan entre un grano y otro son elevadas (C.V.=37%), lo que obliga a medir
un nimero grande de granos, tarea que es muy laboriosa y tardada. Existen métodos
indirectos para determinar la dureza del grano que se basan en medir alguna
caracteristica del grano asociada con su dureza. Tal es el caso del indice de Flotacion

(IF), que es una medida relativa de la densidad del grano.

Una solucion de azacar con la misma densidad que la solucién de nitrato de sodio al
41% brinda resultados similares al método oficial. Es decir, el nUmero de granos
flotantes en la disolucion (mayor dureza da un menor indice de flotacion). Esta
metodologia permite determinar la dureza de todo tipo de granos de maiz, permitiendo
su clasificacion en granos suaves, intermedios, duros y muy duros, asignando un

tiempo de coccidon durante los procesos de nixtamalizacion en funcién de dicha dureza.
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Anexo 3. Procedimiento de preparacion de la disolucion de azltcar al 67%

1) Agregar 1L de agua purificada en una botella vacia de 1.5L, marcar con una linea

el volumen ocupado y retirar el agua.

2) Pesar 670g de azucar refinada y depositarla en la botella previamente marcada.

3) En la botella con azlcar adicionar agua purificada hasta la marca realizada, cerrarla
y agitar hasta disolver el azucar. El volumen de liquido disminuira debido a la
incorporacion del azucar, por lo que sera necesario agregar otra vez agua hasta la
marca Yy agitar nuevamente para homogeneizar la disolucion. Una vez disuelta el
azucar, el volumen total de la disolucion sera 1L.

4) Seleccionar 100 granos sanos de cada muestra y registrar su peso (PCG).

5) Adicionar 500mL de la disolucién de azucar en un vaso de precipitado de 1L.

6) Verter los 100 granos en la disolucion y agitar 3 veces a la derecha y 3 veces a la

izquierda con ayuda de un agitador de vidrio o cuchara.

7) Dejar reposar por 1 minuto para que los granos floten o se vayan al fondo.

8) Retirar los granos flotantes con ayuda de una cuchara, depositarlos en un colador

y cuantificarlos.

9) Determinar la dureza del grano.
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Anexo 4. Elaboracion de PDA(Agar Papa Dextrosa) y medio liquido PDL

(Liguida Papa Dextrosa).

Propdsito de uso

Uso en laboratorio

Es un medio de propésito general para levaduras y mohos que puede ser
suplementado con acidos o antibiéticos para inhibir el crecimiento bacteriano. La base
(infusion de papa) nutricionalmente rica, estimula la esporulacién de los mohos y la

produccién de pigmentos en algunos dermatofitos.

Principios de procedimiento

Estd compuesto por infusion de papa deshidratada y Dextrosa que fomentan el
crecimiento exuberante de los hongos. Muchos procedimientos estadndares usan una
cantidad especifica de acido tartarico estéril(10%) para reducir el pH de este medio a

3.5 +- 0.1, y asi inhibir el crecimiento bacteriano.

Presentacion

1. Medio solidificado PDA

En esta formulacién contiene agar adicionado como agente solidificante, posterior a
Su preparacion es vertido en placas Petri 0 en tubos de ensayo o tubos eppendorf, de

acuerdo a su requerimiento.
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2. Medio liquido PDL

En esta formulacion NO contiene agar, se preserva de manera liquida que
posterior a su preparacion es vertido en tubos de ensayo o tubos eppendorf, de

acuerdo a su requerimiento.
Formula para la elaboraciéon de un litro
Infusion de papa(potato infusion) a partir de 200g....... 4 g*

DextroSa(DeXrOSe). ... ...uvu i 20g

4.0 g de extracto de papa es equivalente a 200g de infusion de papas

pH final:5.6 £ 0.2 a 25°C
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